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摘要
I
摘要
胰岛移植是目前治疗 型糖尿病最接近生理状态的治疗手段，然而胰岛供体
不足（受者需要接受来自 个供体的胰岛，甚至 次移植才能保持胰岛素不
依赖状态）和移植后胰岛细胞的快速、大量死亡限制了这一新的治疗技术的临床
应用和发展。相关研究表明，雌性激素可以保护多种伤害引起的胰岛损伤，并通
过雌激素受体（）介导的细胞核外非基因组信号通路促进胰岛素生物合成和
胰岛存活。
目的 临界数量的胰岛移植后联合雌激素共同治疗，优化雌激素的使用剂量和使
用时间，探索雌激素促进胰岛移植后胰岛血管再生的机制。
材料与方法 使用链脲佐菌素（）腹腔注射 !"#!$的方法
诱导 %&'("雄性小鼠糖尿病模型，血糖大于 
&  )")用作糖尿病受体鼠。
从健康的 %&'("小鼠中分离胰岛细胞，每只糖尿病小鼠移植入临界数量的胰
岛细胞团，同时连续皮下给予雌激素治疗，通过每天检测血糖水平确定雌激素最
佳使用时间和使用剂量。采用最佳雌激素使用剂量进行胰岛移植，分别在移植后
天、&天、天收取包含植入胰岛细胞团的肾脏，通过免疫组织化学染色的方
法测定胰岛素和血管内皮细胞标志物 *'的表达，以探究雌激素对胰岛移植后胰
岛细胞存活和血管再生的保护及其机制。通过应用内皮型一氧化氮合酶（+,$
抑制剂 (+-.，研究 +,信号途径在雌激素保护胰岛移植中的作用。
结果 雌激素促进胰岛移植的最佳使用剂量是 /!，最佳使用时间是 &天。+,
信号通路参与并介导了雌激素对胰岛移植的保护作用。
结论 生理剂量的雌激素仅连续应用 周即能对移植后胰岛的存活和血管再生
起到持续的保护作用。+,信号途径参与了 的胰岛移植保护作用。或可
作为一个立即可用的胰岛移植保护剂用于临床胰岛移植。
关键词 雌激素；胰岛移植；血管再生
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第一章前言
1.1 型糖尿病的发病机制与现状
糖尿病（?17）是一种常见的内分泌代谢性疾病，一般分为胰岛素依赖
性的 型糖尿病和胰岛素非依赖性的 型糖尿病。近年来，糖尿病发病率逐年上
升，型糖尿病患者不断增加，同时 型糖尿病患者也呈不断上升的趋势，数量
约占糖尿病患者的 EE，为儿童和青少年最常见的内分泌性疾病。随着生活
方式的改变和老龄化进程的加速，全球糖尿病患病率正成逐步上升趋势，成为继
心脑血管疾病、肿瘤之后的另一个严重危害人类健康的慢性非传染性疾病。据国
际糖尿病联盟（*?B$报道，年全球糖尿病成年患者达 
亿，预计 年
全球糖尿病成年人数将达到 
亿。糖尿病患者一般都伴随着胰岛<细胞不同程
度的破坏或丧失。无论是 型还是 型糖尿病，维持胰岛<细胞的数量和功能都
对临床治疗起着重要作用。
型糖尿病（3  617  ))2，?.）目前被认为是由 细胞介导的，
在遗传的基础上，由于环境（病毒感染、饮食习惯及生物化学药物等）的相互作
用，造成胰岛<细胞永久性破坏，胰岛素合成和分泌受到损伤，进而造成糖代谢
紊乱FG。导致 ?.发病的机制包括三个方面：遗传因素、环境因素和免疫因素。
遗传因素
?.有很高的遗传倾向，如果上一代患有 ?.则子代中患病风险比普
通人明显增加，兄弟姐妹的后代患病机率也明显增加，相对风险为 H家庭集
群衡量单位$FG。与 ?.的发生相关的基因有两类，一类为 ?.的易感基因，
另一类则是 ?.的保护基因FG。在组织相容性复合体上的人类白细胞抗原基因
（I(-$上的两个经典位点 ?'和 ?J'，无论在组织结构和功能上还是在遗
传学上都是与 ?.的发生有相当大关联的基因位点FG。大量研究表明在白种人
中，I(-??J 的表达极大地提高了 ?. 的发病率，并且 E ～ E 的
早期 ?. 患病儿童可见到 I(-? "?J的表达FG。除此之外，I(-的很
多表型都被证实可导致 ?.的发生FKG，这些表型均相似，都是从经典位点延
伸到 I(--基因位点上F&G。与 ?.发病风险相关的其它遗传因子包括：胰
岛素基因（*+$FG，酪氨酸磷酸酶非受体型  00+$ 基因FG，细胞毒性 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淋巴细胞相关蛋白 基因（%(-$FG等。虽然这些基因的作用机制尚不完全清
楚，但是这些基因的检测对早期糖尿病的预防有重要意义。
免疫因素
?.的免疫发生机制过程复杂，是胰岛<细胞的一种特异性免疫破坏FG。
此免疫过程通常与先天免疫细胞浸润有关，这些细胞产生的细胞因子促进<细胞
的凋亡，同时增加胰岛特异性的 细胞浸润，使特异性的 细胞攻击破坏胰岛<
细胞。免疫细胞中 %?L及 %?L  淋巴细胞、' 淋巴细胞、自然杀伤细胞、树
突状细胞等共同参与了胰岛<细胞的损伤而致病F&KG。这些细胞相互作用调节特
异性自身免疫疾病的发生如 型糖尿病，并且研究表明自身免疫在 ?.的发
生过程中需要 %?和 %? 细胞以及巨噬细胞的共同相互作用FG。%?L 
淋巴细胞主要参与细胞免疫应答，对 %?L 淋巴细胞和 ' 细胞的增殖与活化
起重要辅助作用FG。%?L淋巴细胞可以识别胰岛素 -链的 + 末端位点，通过
其分泌的细胞因子介导局部炎症或激活凋亡机制而损伤胰岛<细胞FG。%?L 
淋巴细胞能够通过分泌穿孔素，合成细胞因子，B1B1(相互作用等途径促进胰
岛<细胞的死亡FG。'淋巴细胞为重要的抗原递呈细胞，不仅能生成抗 '细胞的
自身抗原的抗体，还能将抗原递呈给抗原特异性 细胞。血液中的 '细胞迁移
到胰腺周围淋巴结，胰岛中的 '细胞都能促进活化的 %?L 淋巴细胞向胰岛素
基因位点（%(）或 %(过渡状态转变或存活，加速了 ?.的进程FG。
环境因素
环境风险因素可能会引发自身免疫过程导致<细胞受损，并且导致 型糖尿
病基因易感个体发病FG。这些因素包括，膳食化合物（如牛奶，植物蛋白质，硝
酸盐，小麦面筋），病毒（柯萨奇 '组病毒，风疹病毒，巨细胞病毒和逆转录
病毒）FG和生物化学药物。病毒感染可以导致免疫细胞通过各种可能的机制活化，
病毒可能会改变宿主细胞，从而使免疫系统将其识别为一个免疫靶点。这些细胞
被溶解，释放自肽和碎片进入循环过程，在循环过程中被处理，并通过抗原递呈
作用递呈给细胞F&G。研究表明，病毒作用的另一种机制为，病毒通过诱导多克
隆 '细胞活化进而改变病毒宿主，释放免疫活性细胞、淋巴因子，并破坏 4
和 4类型之间的平衡F&G。这些过程都可以促进未知的免疫过程的激活。值得
注意的是，病毒产生的蛋白和宿主<细胞抗原的自身免疫具有同源性。例如，
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型糖尿病的自身抗原 A-?与 0肝炎病毒、柯萨奇 '组病毒等轮状病毒均为同
源性的病毒蛋白质，FKG。此外还有其他几种假说FG。特异性的生物化学药物，
如最为广泛使用的四氧嘧啶，它对胰岛<细胞具有破坏作用，可中止胰岛素的分
泌，因此，广泛应用于糖尿病实验动物模型的建立。
2.I 型糖尿病的治疗
胰岛素的发现为糖尿病患者带来了福音，胰岛素的合成及应用，改善了糖尿
病人的生活质量。然而，外源性胰岛素的使用仍然不可能达到与胰岛<细胞分泌
的内源性胰岛素相同的效果，对大多数 ?.患者而言，胰岛素替代疗法虽然
可以降低血糖，但仍无法将患者血糖水平时刻维持在生理范围内，还有发生急性
低血糖的危险。目前，糖尿病的主要治疗方法包括传统的药物治疗、干细胞治疗
与胰岛移植。
传统药物治疗
对于 ?.的传统药物治疗主要包括两类药物，口服降糖药和胰岛素及胰
岛素类似物。自 K年，'1! 等人发现胰岛素以来FG，糖尿病的治疗已经
有相当大的改变。现在使用的人胰岛素多是通过重组技术进行生物合成，这种生
物合成的高纯度胰岛素在很大程度上减少了免疫原性，从而从根本上降低了并发
症的发生，如胰岛素变态反应，免疫胰岛素抵抗，注射部位的局部脂肪萎缩等FG。
胰岛素治疗 ?.的主要目标就是达到正常胰腺分泌胰岛素所维持的血糖稳态
水平。即在禁食状态下，胰腺不断释放基础胰岛素以维持血糖正常水平，而在餐
后，当胰腺释放大量胰岛素时血糖水平仍能稳定在  !"6(FG。然而，目前
的治疗方法，仍然不可能达到与胰岛<细胞分泌的内源性胰岛素相同的效果FG，
对大多数 ?.患者而言，胰岛素替代疗法虽然可以降低血糖，但仍无法将患
者血糖水平时刻维持在生理范围内，还有发生急性低血糖的危险，FG。因此，
研究者从未停止对 ?.治疗方法的研究探索。
干细胞治疗
近年来，干细胞治疗 ?.成为一个研究热点。干细胞在特定条件下可分
化成功能性<细胞，诱导已存在的<细胞复制和再生，可以使<细胞的数量增加以
维持血糖稳定。在多种遗传模式下对<细胞复制的研究已经成为一种有效的治疗
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途径F&G。<细胞的再生有三种来源：多能干细胞分化，其它细胞类型的重新编程
和已存在的<细胞的复制F&G。通过已存在的<细胞的复制来增加干细胞治疗的优势
主要有以下几点：①供体细胞来源广泛；②可长期提供<细胞；③免疫原性低。
?.干细胞治疗的主要研究对象有成体干细胞、胚胎干细胞及诱导多能干细胞
FG。其中，成体干细胞主要包括胰腺干细胞、肝脏干细胞、精原干细胞、间充质
干细胞和造血干细胞FG。胚胎干细胞的特点是可以生成并替代任何已经缺失的细
胞或组织F&G，例如，年 471等将胚胎干细胞发育而来的心肌细胞移植到心
脏肌肉损伤的个体中以维持心率正常FKG，又如，年 M16等将来源于胚
胎干细胞的小突状胶质细胞嫁接到受损伤的脊髓中FG。对于<细胞而言，由于其
只有一个单一的细胞类型，因此，可以以任一非内源性位点为胚胎干细胞的接入
位点，甚至可以将细胞置于皮下，这样也大大减少了外科手术的创伤F&G。诱导性
多能干细胞最初是 年、&年 1#1414和:! 等人在小鼠成纤维细胞
中重编程后得到的细胞FG，年 (83等就在人细胞中重编程得到了诱导
性多能干细胞FG。因此，诱导性多能干细胞主要是将转录因子的基因片段转染
入体细胞中，使其重编程所得到的一种多能干细胞类型FG。诱导性多能干细胞可
用患者自体的体细胞来制备，相较于胚胎干细胞而言不存在伦理问题，但是也有
研究强调该技术存在风险，如诱导性多能干细胞潜在的遗传和表观遗传学异常、
致瘤性及免疫原性等，这些都是严重的安全问题F&G。除此之外，干细胞治疗 ?.
还存在其它的安全问题，如，异体免疫排斥反应和自身免疫排斥反应对新移植的
胰岛的排斥破坏；长期使用免疫抑制剂使 ?.患者患癌症的风险增加FG。
胰岛移植
研究表明，胰岛移植不仅可以改善 ?.患者的血糖水平，改善患者的代
谢紊乱，有效的延缓糖尿病并发症的发生和发展，而且胰岛移植是目前治疗 *型
糖尿病最接近生理状态的治疗手段，所以目前胰岛移植是 ?.最有效的治疗
方法FKG。年，加拿大 -)71 大学 41团队采用6  方案对有
严重低血糖史及代谢不稳定史的 &例成人 ?.患者进行同种异体胰岛移植，
其中  例接受了  个供者的胰腺， 例接受了 个供者的胰腺，术后采用无类
固醇激素的免疫抑制治疗方案，随访 个月后发现，&例患者全部脱离胰岛素
治疗，并且血糖维持在正常水平FKG。6  方案的要求是将要接受胰岛移
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植的 ?.患者，胰岛细胞移植量需N *J"#! 体重，即通常需要  ～  个
供体供应一个受体，并且在移植手术后不能给患者使用皮质类类固醇类免疫抑制
剂。年，美国宾夕法尼亚大学报到，他们用6  方案重复并证实了
应用单供体来源的胰岛进行移植更容易达到脱离外源性胰岛素治疗的效果FG。
截止到 &年，全球共进行了 &例患者胰岛移植手术FG，而到 年，接受
自体胰岛移植的 ?.患者脱离外源胰岛素治疗已达 年FG，同时接受异体
胰岛移植的患者已达 年FG，这说明胰岛移植治疗糖尿病已经取得了显著性进
展。
胰岛移植所需胰岛细胞来源主要分为两类，一类来源于同种异体，另一类则
是异种异体。目前为止，同种异体分离纯化获得的胰岛是胰岛移植主要的细胞来
源，这其中又包括脑死亡患者的胰岛和活体胰岛。无论是脑死亡患者的胰岛还是
活体胰岛都面临着以下问题：成人胰岛免疫原性强 耐免疫排斥差 需终生采用
免疫抑制剂F&G。胚胎胰岛免疫源性弱 增殖力强 但胚胎胰岛含量少 数个供体
方能满足一个受体的需要，且在伦理学方面存在争议，也限制了其广泛应用F&G。
相对于异种移植来说，报道指出猪胰岛可能成为胰岛移植所需胰岛的重要来源
FG。年，I!与 (1 报道，将猪的胰岛移植到非灵长类动物体内，
可使血糖维持在正常水平超过 天FG。当然，异种移植也面临着许多难题需
要解决，如：如何降低胰岛细胞抗原性以降低免疫抑制剂的使用量进而避免感染
猪内源性逆转录酶病毒FG。
目前，大多数免疫抑制 型糖尿病的接受者进行同种异体胰岛移植FG后 
年可以成功地达到不依赖胰岛素并保护低血糖的治疗水平。然而，一些问题限制
了胰岛移植的广泛应用。首先，获得足够的胰岛数量需要几个胰岛捐献者，需要
好的方法来实现少量的胰岛就可以产生维持正常血糖水平的胰岛素FG。已有研究
表明，一个胰腺中只要 E的胰岛就足以维持血糖水平稳定FG，然而，在胰岛
移植时却需要一个或两个胰腺才可以逆转糖尿病，表明移植的胰岛中大部分都被
破坏或者变成了没有功能的细胞团。移植早期，&E的胰岛细胞团丢失F&KG。移
植的胰岛多是无血管的细胞团，血管再生需要 周，在这期间，胰岛将面临低
氧的环境甚至在血管再生和植入前就受到损伤F&&G。因此，在移植后期，细胞凋
亡与血管再生和植入失败都是具有挑战性的问题，我们必须探索新的治疗方法促
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进胰岛生存和血管再生，提高胰岛移植F&G。
3. 雌激素与糖尿病
3.1 雌激素
雌激素（! $是女性体内最重要的性激素之一，主要由女性卵巢分泌，
男女两肾的肾上腺皮质及男性睾丸也能产生少量雌激素，雌激素是一种类固醇类
激素，主要分为雌二醇（$，雌三醇$和雌酮$。其中，雌二醇&<16)$
的生物活性较强，雌三醇的生物活性较弱。
Fig1.1 Chemical structure of the natural estrogen 17β-estradiol[73].
图表来源：?1 (7!2 .41) 127.1= ? '2 4
 1)
-2 -6 1 5 +%)11)
!  -! -21 *4 1*626 I1 1) +2 (  .66)-!6 B 1)
1
0( ,
 D $O 

3.2. 雌激素的生理功能
对于健康的绝经期前妇女，由卵巢产生，睾酮向雌酮芳构化，然后转化
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为 ，在这些妇女中，作为循环激素，作用于远处的靶组织。对绝经后的妇
女，当卵巢不能产生 ，与男性一样，雌激素的产生位点即发生变化，此段时
期雌激素的产生位点主要是脂肪组织，骨和脑F&G。雌激素在生殖系统、骨组织、
神经系统、心血管免疫系统及代谢稳态方面都有重要的作用。研究表明，雌激素
对机体有多方面的保护调节作用。这些保护调节作用，均是通过雌激素受体（$
介导的。如，雌激素受体可以控制体内能量的摄入和消耗F&G，雌激素受体还可以
抑制白色脂肪组织和肝脏脂肪的生成F&G，雌激素受体还可以增加胰岛素的敏感性
F&G等。
3.3 雌激素在糖尿病中的作用
年，B6等报道，糖尿病发病率有明显的性别差异，其中在瑞典，男
性患者为女性患者的 
倍F&&G。通过对绝经期前的妇女进行糖尿病发病率调查，
发现绝经期前女性患糖尿病数量较少，但是绝经期后，女性糖尿病患者数增加F&G，
在欧洲，?.患者男性居多（比例为 
&）F&KG，这些均说明雌激素对糖尿病具
有保护作用。雌激素对糖尿病的保护作用主要体现在雌激素对胰岛<细胞的保护
上。有研究表明，通过对啮齿动物控制雌激素的使用量，发现雌激素会使胰岛变
大，胰腺内胰岛素浓度升高，即胰岛素的分泌量增加FG。在大多数<细胞受损
的动物模型中，雄性动物模型会快速表现出非常严重的糖尿病症状，而雌性动物
相对来说一般不会发展成糖尿病，这表明，与对人类的研究结果一样，雌激素保
护了胰岛细胞的功能FG。早在 年前，就有人通过实验证明雌激素可以降低胰
岛素缺乏型糖尿病的发生，在实验狗FG和猴子FG中证实，切除 KE胰腺后通过
给予雌激素治疗，可以降低糖尿病的发生。年前，6!2证明，通过慢性
给药的方式，雌激素可以扭转大鼠部分胰腺缺损或是四氧嘧啶诱导的糖尿病大鼠
的<细胞损伤F&G。在链脲佐菌素（）诱导的小鼠糖尿病模型中，雄性小鼠也
比雌性鼠更容易发病FG。最近的研究表明，雌激素在两性体内都是一种保护性激
素，保护体内<细胞免受凋亡损伤FKG。同时，在大多数动物模型中，均证实了生
理浓度剂量的雌激素可以保护各种不同发病机制导致的<细胞受损，保护<细胞免
受糖毒性脂毒性，氧化应激和凋亡FKG。
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3.4 雌激素在胰岛移植中的作用
近年来，有研究证明雌性激素，&<雌二醇（）可以保护多重伤害引起的
小鼠和人胰岛凋亡，并通过胰岛<细胞中雌激素受体（）刺激胰岛素生物合
成FKK&G。同时， 可刺激子宫内膜的血管生成并促进内皮细胞损伤后的修复
FKG。这些研究均提示 可能适用于改善胰岛移植后胰岛的功能和质量以及血
管再生。年，有文献报道对胰岛移植后的小鼠给予雌激素治疗，发现，雌
激素可以快速改善胰岛的缺氧状态，增加胰岛细胞团的存活数量；作用于胰岛
-)41 细胞，减少胰高血糖素的分泌；促进血管再生，从而改善糖尿病F&G。这些
结果均表明雌激素对 型糖尿病的胰岛移植有直接的治疗意义。
4. 血管再生
4.1 血管再生
血管再生指血管内皮细胞在原有毛细血管基础上发生的增殖与迁移，后以芽
生或非芽生两种生长方式，继而生成新的毛细血管的过程FG。许多病理情况可
触发血管再生机制，包括缺血、缺氧、炎症和应激等因素，在这些病理因素的刺
激下，内皮细胞激活，继而从血管壁移行入间质腔，此后内皮细胞增生，基底膜
生成，从而生成新生血管FG。
4.2 雌激素与血管再生
雌激素主要通过与雌激素受体 P 和 < 结合启动血管生成信号通路并
产生调节作用FG。雌激素诱导内皮细胞增殖和迁移也是通过雌激素受体介导
F&KG，这也为雌激素促进血管生成提供了一种可能的机制。有研究证实，血管
内皮生长因子（QAB）已经被证实在雌激素调节血管生成中起重要作用，在子
宫和血管组织中，QAB的表达随着雌激素的增加而增加FG。另外，雌激素
对一氧化氮合成酶也具有调节作用。
在子宫内膜的周期性脱落中，雌激素主要通过 0*M-M（磷脂酰肌醇 激
酶）通路促进血管再生。雌激素可通过 0*M 信号通路快速激活内皮一氧化氮合
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